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1章 序論 
1.1 細胞パターニング技術の現状と将来性 
 リソグラフィをはじめとする微細加工技術の進展は、従来から半導体素子製造に用い
られてきた固体材料だけでなく生体分子や生体適合性材料といったソフトマテリアル
のパターン形成をも可能にした。細胞パターニングはこれらの材料を用いて基板表面に
任意のパターンを形成し、その材料の細胞親和性や細胞接着性を利用して、加工表面の
特定部位に特定の細胞を接着させる技術である。細胞パターニングを活用したアプリケ
ーションは多岐にわたる 1-6)。基板表面の任意の位置に細胞を配置することができるた
め、ドラッグスクリーニングや細胞センシング 1)に活用されている。また、単一細胞を
孤立した状態で培養できることを活用した単一細胞解析 2, 3)や、細胞を隣接して配置す
ることによる細胞間相互作用解析 4)にも活用されている。さらに、細胞種やその配置を
任意に組み合わせられることによるティッシュエンジニアリング 5)や再生医療 6)への応
用も試みられている。このように、細胞パターニング技術は幅広い分野に活用できるポ
テンシャルを有する。 
細胞パターニングを実現する手法は大きく 2種類に分類される。1つ目は、細胞に対
する接着性の異なる 2種類の分子を基板表面にパターニングし、その表面上で細胞を培
養する手法である 7-11)。この手法では、基板表面の特定部位に細胞を接着させるために、
細胞接着性分子と非接着性分子とからなるパターンが予め基板表面に形成される。その
表面に細胞を播種することによって、細胞が自ら細胞接着性表面へと遊走し、細胞接着
性表面に接着する性質を利用する。こうして細胞接着性表面上で細胞を成長させること
ができる。ここで用いられる材料は従来のフォトリソグラフィ用感光性ポリマーだけで
なく、熱 9)、pH10)、または、電位 11)に対する感応性を有する分子が用いられる場合も
ある。2つ目は、基板表面に立体構造を形成し、その上で細胞を培養する手法である 12, 
13)。この手法では、シリコンやガラス等の固体基板に感光性ポリマーを塗布し、フォト
リソグラフィによりパターンを形成する。その後、エッチングにより基板表面にマイク
ロスケールの 3次元構造を形成する。その構造上に細胞を播種し、マイクロスケールの
地形に対する細胞の接着性の違いを利用する。微視的な足場形状の違いを細胞が認識す
る性質を上手に利用するものであるため、主に細胞接着に連関して発現する細胞機能の
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理解のために用いられている 12, 13)。一般に、パターニングの自由度の観点からは、後
者の 3次元構造による細胞パターニングよりも、前者の細胞接着性の異なる分子を用い
る細胞パターニングの方に優位性があり、幅広い目的に活用できる。 
細胞接着性の異なる分子を用いた細胞パターニングには、これまで主にフォトリソグ
ラフィが用いられてきた 7, 8)。半導体素子製造プロセスの進展とともに改良されてきた
ため、ナノスケールの極微細パターンを形成することも可能である。一方、細胞を対象
とする場合には、パターンが精緻であることよりはむしろ、パターニングの簡便性が重
要視される。そのような目的で開発された手法にマイクロコンタクトプリンティング法
がある 14)。この手法では、可塑性をもつ polydimethylsiloxane （PDMS）樹脂に凹凸
構造を形成してスタンプとし、細胞接着分子を含んだゲルを含ませて基板表面にスタン
プすることによりパターンが転写される。感光性ポリマーの塗布や現像工程を必要とし
ないため、簡便にパターンを形成することができる。スタンプの加工精度が~10 Pmで
あるため、それ以上に微細なパターンを形成することができないという欠点を有するが、
基本的な細胞の直径が 15 Pm程度であるため、~10 Pm程度の加工精度があれば、単一
細胞のパターニングには十分である。細胞形状が単純であり厳密なパターニングが必要
でない場合にはマイクロコンタクトプリンティング法を、精緻なパターニングが必要な
場合にはフォトリソグラフィ法を用いる、といったように、必要に応じて手法を使い分
けることもできる。いずれにしても、 現在の細胞パターニング技術は、マイクロメー
トル以下の精度でパターン形状を制御することを可能としており、これは単一細胞の接
着位置制御に留まらず、細胞の伸展や細胞分裂の方向、細胞の形状をも制御できること
を意味する。 
様々な細胞パターニング法が開発されている一方で、パターン形成のタイミングを制
御し、細胞の時空間的なダイナミクスを制御する試みもなされている 15-19)。固体材料と
異なり、播種した細胞は表面上でその形状を変化させながら成長する。したがって、こ
の形状変化のタイミングに合わせて、接着表面のパターン形状を時間的に制御する技術、
すなわち、細胞培養環境下で細胞足場を改質する技術は効果的である。例えば、基板表
面の特定位置に細胞が接着している状態で、その細胞に隣接した領域を細胞非接着性表
面から細胞接着性表面へと改質し、細胞が伸展、増殖できる足場を新たに拡張する。こ
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れにより、細胞成長方向や面積を制御できるため、細胞の成長メカニズムだけでなく、
細胞同士を接続し、その相互作用を培養環境下で解析することも可能になる。集束レー
ザ等を用いれば、数 Pm 程度の加工精度を達成できるので、例えば、神経突起の伸長
を突起ごとに制御することもできる。 
 神経細胞を対象とするとき、細胞パターニングを新たな応用―脳神経系の回路構造を
厳密に規定した神経ネットワークの構築 ―へと発展させることができる(図 1.1)。脳は
約 1000億個の神経細胞が複雑なネットワークを形成することで高次の情報処理を実行
する。これらの神経細胞は、ただランダムにネットワークを形成しているわけでなく、
例えば大脳皮質においては数十個の細胞がある特定の接続をもつことで機能を発現し
ていることが知られている 20)。神経細胞は細胞体と 2 種類の神経突起−軸索と樹状突起
−から構成され、軸索から他の細胞の樹状突起へと、シナプスを介してシグナルを伝達
する。また、神経回路は後シナプス細胞への影響が異なる興奮性神経細胞と抑制性神経
細胞から構成され、それらがある特定の相互接続をもつことが神経活動において重要で
ある。機能の異なる神経細胞の入出力端子を制御し、さらにシグナル伝達方向をも制御
することができれば、構築した神経回路を、脳神経系の情報処理様式を理解するための
プラットフォームとして活用することもできる。しかしながら、神経細胞は比較的脆弱
な細胞であり、マイクロパターン上で培養することが難しい。とりわけ、単一神経細胞
レベルでのパターニングは困難である。神経細胞パターニングに関する例はこれまでに
も報告されており、細胞の極性形成 21, 22)やシナプス形成 23)のメカニズムを解析しよう
とする研究がなされている。また、神経回路構築のための要素技術として、神経細胞の
極性制御法 21)や細胞間接続法 9, 18, 19)に関する報告もある。しかし、細胞種や位置、個数、
接続を自在に制御した神経細胞回路を構築するためには、これらの技術だけでは不十分
である。細胞の個数や細胞種、シグナル伝達方向を制御した神経細胞回路を構築するに
は、さらに、①入出力方向を制御した単一神経細胞を安定的に培養する技術、②細胞の
種類を培養中に生きた状態で判別する技術、③神経細胞にダメージを与えることなく細
胞間を結線する技術、などが必要である。 
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図 1.1 細胞の位置と個数、さらには細胞種やシグナル伝達方向をも制御した神経細胞
回路の構築と解析の概要 
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1.2 研究目的および本論文の概要 
 本論文では、神経細胞回路を構築するための技術として筆者らによって新たに開発さ
れた液中パターニング法の実行可能性に関してはじめに論じる。次に、表面マイクロパ
ターン上で培養した単一神経細胞の機能制御に関する実験結果に対して制御性の観点
から考察を与える。最後に、全体の結論を通しての結論を与えると同時に、両技術の融
合による神経細胞回路構築に対する将来性について述べる。 
第 2章「可視光応答性酸化チタンの光触媒作用を活用した液中細胞パターニング法の
開発」では、パターン形成時における細胞へのダメージ軽減を目的として、可視光応答
性酸化チタンの光触媒能を活用した液中細胞パターニングについて述べる。神経細胞同
士を培養環境下において相互に接続するためには、細胞に対するダメージを与えること
なく、細胞接着足場を培養環境下で改質する必要がある。ここでは、細胞培養環境下で
PC12細胞の移動および伸長できる領域を制御した結果について述べる。 
第 3章「単一神経細胞の長期培養に向けたマイクロパターン上での細胞部位の形状制
御」では、非対称マイクロパターン上で単一神経細胞を長期的に培養するための手法に
ついて述べる。パターン形状を変更することにより、神経細胞の主要 3部位である細胞
体の伸展面積、樹状突起の長さと本数、さらには軸索長を制御し、細胞の形状と生存率
との関係を明らかにする。その結果を踏まえて、長期的に培養可能なパターン形状を提
案する。 
第 4章「表面マイクロパターンを用いた興奮性／抑制性神経細胞の非標識判別」では、
マイクロパターンを活用することにより、生きた状態の神経細胞の細胞種を非標識で判
別できる新手法について述べる。分散培養系において抑制性神経細胞の軸索伸長速度が
興奮性神経細胞のそれに比べて遅いという報告をもとに、第 3章で述べた非対称マイク
ロパターン上で神経細胞を培養し、培養 7日目に免疫染色を施すことにより、軸索伸長
過程と細胞種との関係を調べる。また、パターニングを施していない一様な表面上で培
養した神経細胞の軸索伸長と比較することで、パターンの優位性についても論じる。 
 第 5章「結論」で本論文全体の結論を与える。さらに、本研究の将来性および波及効
果についても述べる。 
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2 章 可視光応答性酸化チタンの光触媒作用を活用した液中
細胞パターニング法の開発 
 
本章では、パターニング時に細胞に与えるダメージの軽減が期待できる新液中細胞パ
ターニング法について述べる。液中パターニング法の 1 つとして、紫外光応答性酸化
チタンの光触媒作用を活用したパターニング法が提案されていた。この紫外光応答性
酸化チタンを用いた液中パターニング法は、パターニングできる細胞種の幅が広いと
いった優位性を持つ。しかし、紫外光の照射は細胞にダメージを与えるため、神経細
胞のように比較的脆弱な細胞にこの手法を適用することはできない。より長波長の可
視光に応答する酸化チタン薄膜を用いれば、液中パターニング時に細胞が受けるダメ
ージを低減できる可能性がある。ここでは、スパッタ法による可視光応答性酸化チタ
ン薄膜の成膜方法、およびラット副腎髄質由来褐色細胞腫（PC12）細胞を用いて実施
した液中細胞パターニングの結果について、細胞に発生するダメージの観点から論じ
る。 
 
2.1 背景および目的 
 異種細胞間相互作用を解析するためのバイオチップの作製や、シグナル伝達方向や規
模を制御した微小神経細胞回路の構築を目的として、細胞の足場（例えば、接着／非接
着領域）を、培養環境下で時空間的に制御する技術が開発されてきた 1-11)。このように、
細胞培養環境下で基板表面を改質する方法として、光や温度応答性の有機膜を用いた手
法 1-3)、電気化学的に表面を改質する方法 4)、集束レーザアブレーションを用いる手法
5-8)が提案されている。一方、筆者らは酸化チタンの光触媒作用を活用し、液中で細胞
培養足場を改質する方法を提案してきた 9-11)。酸化チタンを成膜した石英基板表面に紫
外光を照射すると活性酸素が発生し、表面に吸着している有機物が分解除去される 12)。
酸化チタンは透明で化学的に安定であり、生体適合性を有するため、細胞実験との親和
性が高い。この光触媒作用は、水中または細胞培養環境中でも発現する。したがって、
これを活用することで、基板表面の接着分子を細胞培養中で分解除去することができる。 
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 酸化チタンの光触媒作用を活用した液中表面改質の最大の利点は、酸化チタン表面に
成膜した接着分子の種類によらずにこの手法を適用できる点である。通常、細胞種や接
着性の違いに応じて細胞の足場を適切に設計する必要があるが、酸化チタンは各種有機
分子を分解するので、本手法は多様な細胞に適用できるポテンシャルを有する。しかし
一方で、紫外光照射は細胞にダメージを与えることが知られている 13, 14)。細胞に直接
光を照射せず、細胞の近隣に光が照射された場合であっても、回折光や迷光に細胞が曝
され、細胞にダメージが入る可能性がある。とりわけ神経細胞のように細胞膜が脆弱な
細胞に適用する場合には、細胞へのダメージを十分に軽減する必要がある。 
 ダメージを軽減するための 1 つの方策は酸化チタンに可視光応答性を付与すること
である。酸化チタンに可視光応答性を付与するための手法はこれまでに提案されている。
例えば、酸化チタンに窒素や銅イオンを注入する方法がある 15-18)。不純物準位を介した
電子の間接的なバンド間遷移により、長波長の光を吸収するようになる。また、酸化チ
タン表面に狭いバンドギャップの金属酸化物薄膜を積層する手法も知られている 19, 20)。
酸化チタンの結晶構造に着目した研究もなされている。従来、光触媒の研究で主に用い
られている酸化チタンは、バンドギャップが 3.2 eVのアナターゼ型酸化チタンで、紫
外光（O < 387 nm）を吸収して光触媒作用を示す。一方、ルチル型酸化チタンはバン
ドギャップが 3.04 eVであり、可視光（O < 411 nm）を吸収する 21, 22)。ルチル構造は、
アナターゼ型酸化チタンを 600 ℃以上でアニールすることで得られる。結晶中に酸素
欠損を含む場合、酸化チタンのバンドギャップ中、伝導帯下端から 0.75 eVから 1.18 eV
下に位置する酸素欠損準位が吸収波長の長波長化に寄与することが報告されている 23, 
24)。酸素ガスを導入せずに酸化チタンを高温でスパッタ蒸着すると、結晶中に酸素欠損
を含んだルチル型の酸化チタンを成膜でき、可視光応答性を示すことも報告されている
25)。 
 本章では、可視光応答性酸化チタンを活用した液中細胞パターニング法について述べ
る。スパッタ蒸着により、可視光応答性を有する酸素欠損を含んだルチル型の酸化チタ
ン薄膜を石英基板表面に成膜した。この薄膜を用い、可視光照射による表面改質実験を
行ったところ、光照射領域が細胞接着性へと改質でき、播種したラット副腎髄質由来褐
色細胞腫（PC12）細胞がその表面に位置選択的に接着した。可視光照射による細胞内
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酸化ストレスと紫外光照射時のそれとを比較したところ、可視光照射時の細胞内酸化ス
トレスは有意に小さい値をとった。最後に、上記の可視光応答性酸化チタン薄膜を用い
た液中細胞パターニングの実行可能性について、得られた実験結果をもとに考察を与え
る。 
 
2.2 実験方法 
2.2.1 可視光応答性酸化チタン薄膜の作製と物性評価 
 基板表面の有機物を除去するために、石英基板（松浪硝子，15 mm × 15 mm × 
0.17 mm）をピラニア溶液（H2SO4 : H2O2 = 4 : 1）に 10分間浸漬し、洗浄した。MilliQ
水で 8回洗浄した後、エアガンで基板を乾燥した。RFマグネトロンスパッタリングシ
ステム（CANON ANELVA, EB1000; ターゲット，純度 99.99% TiO2; スパッタリング
ガス, Ar 15 sccm; チャンバ圧，0.53 Pa；出力，300 W；蒸着時間, 60分）を用いて酸
化チタンをスパッタリングした。基板温度 640 ℃、酸素の流入なしで蒸着した。比較
のため、室温かつ酸素流入あり（流量，0.9 sccm）の試料と、室温かつ酸素流入なしの
試料を作製した。酸化チタン蒸着後、基板表面を超親水化するためにプラズマリアクタ
（ヤマト科学，PR301; 出力，200 W; O2 100 sccm）を用いて O2プラズマを発生させ、
基板表面に 5分間曝露し、直ちにMilliQ水にくぐらせた。蒸着した酸化チタン薄膜の
膜厚を触針式膜厚計（KLA Tencor, D-500）で計測した。X 線回折装置（リガク, 
RINT-Ultima III）を用いて薄膜の結晶構造を分析し、紫外可視分光光度計（Jasco, 
V-650）を用いてその吸光度を分析・測定した。 
 
2.2.2 可視光照射による酸化チタン薄膜の光触媒能評価 
 蒸着した酸化チタンの光触媒能を、光照射による水接触角の変化を計測することで評
価した。蒸着した酸化チタン薄膜の上に octadecyltrichlorosilane（OTS）をプリカー
サとする自己組織化有機単分子膜（SAM）を成膜した。この単分子膜は細胞非接着性
の有機シラン単分子膜であり、単分子膜表面は疎水性（水の接触角で 95°以上）を示
す。光触媒作用により単分子膜が分解除去されると、表面の濡れ性が親水性へと変化す
る。酸化チタンを蒸着した石英基板を 1 mM OTS/toluene溶液にドライ窒素雰囲気下
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で 1時間浸漬し、OTS SAMを成膜した。その後、toluene、acetone、ethanol、MilliQ
水でそれぞれ 5分間ずつ超音波洗浄し、最後にMilliQ水で 5回リンスした。MilliQ水
を入れたシャーレに OTS SAMを成膜した酸化チタン基板を OTS SAM表面がMilliQ
水と接するように浮かべ、レンズで広幅化した可視光レーザ光（Sony、レーザダイオ
ードモジュール、405 nm、300 mW）を石英側から基板全体に照射した。その後、基
板を取り出し、MilliQ水 1 PLを基板に滴下し、水の接触角を計測した。 
 
2.2.3 可視光応答性酸化チタンの光触媒作用を活用した液中表面改
質と細胞培養 
 PC12細胞を酸化チタン基板表面で以下のようにして培養した。OTS SAMで修飾し
た酸化チタン/石英基板を、1 mg mL-1 の bovine serum albumin（BSA）を含んだ
phosphate buffered saline（PBS）に浸漬し、OTS SAM表面に albuminを吸着させ
た。albumin が吸着した OTS SAM には細胞が接着しないこと（細胞非接着性）が知
られている 26)。この基板を PBSで 2回リンスした後、ガラスボトムディッシュに移し、
300 Pg mL-1の collagen type IV（Col- IV，新田ゼラチン）を含んだ PBSに浸漬した。
光照射には、100 Wの水銀アークランプ、フィルターキューブ（EX，400-440 nm; DM，
455 nm; BA，470 nm）、および 20倍対物レンズ（NA，0.75）を備えた蛍光顕微鏡（Nikon, 
Eclipse TE300）を用いた。水銀アークランプからの可視光（5.2 W cm-2）を基板裏面
に、開口絞りを介して正八角形（200 Pm）に制限して照射した。光照射後、シャーレ
内の溶液を、10％ウシ胎児血清（FBS）、5％ウマ血清（HS）、100 U mL-1 penicillin
および 100 Pg mL-1 streptomycin を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium
（DMEM, Gibco 11885-084）に交換した。この培地を以後 PC12 growth mediumと
呼ぶ。 PC12細胞を基板上に密度 3.0×104個 cm-2で播種し、CO2インキュベータ（5％ 
CO2、37 ℃、湿度 100%）中で培養した。 
 細胞培養環境下での細胞接着足場表面改質は以下のプロセスによる。予め八角形マイ
クロパターン上で PC12細胞を 2~3日間培養する。溶液を PC12 growth mediumから
濃度 300 μg mL-1の Col-IVを含む PBSに交換し、八角形マイクロパターン PC12細胞
に隣接する領域に可視光を照射した。この可視光照射により、照射領域の OTS SAMが
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分解され、分解した表面に Col-IV が吸着した。可視光照射後、改めて PBS を PC12 
growth mediumに交換し、神経成長因子であるnerve growth factor 7S（Alomone Labs）
を濃度が 100 ng mL-1となるように添加した。 
 
2.2.4 光照射により細胞に導入される酸化ストレス評価 
 CellROX Green（Thermo Fisher Scientific；吸収/発光、485 / 520 nm）を使用して、
紫外光（360-370 nm）および可視光（400-440 nm）照射による酸化ストレスを計測し
た。紫外光照射実験では、フィルターキューブ（EX，360-370 nm；DM，400 nm；
BA，400 nm）および 20倍対物レンズ（NA，0.75）を介して、水銀アークランプから
の紫外光（出力密度，1.0 W cm-2）を細胞に直接照射した。可視光照射は、表面改質実
験と同様の条件で行った。Col-IV で表面を修飾したカバーガラス上で PC12 細胞を培
養した。 培養 1日目に、倒立蛍光顕微鏡を用いて、紫外光および可視光を PC12細胞
に直接照射した。光照射直後に、CellROX を濃度 5 PM となるように PC12 growth 
mediumに添加した。CO2インキュベータ（5％ CO2，37 ℃，湿度 100%）中で PC12
細胞を 30 分間インキュベートした後、細胞を PBS で 3 回洗浄した。そして、試料を
PBS に浸漬し、倒立蛍光顕微鏡を用いて各細胞からの蛍光強度を測定した。最後に、
ImageJ（National Institutes of Health）を用いて蛍光強度分布を求めた。 
 
2.3 結果および考察 
2.3.1 酸化チタン薄膜の物性評価結果 
 図 2.1に石英基板上にスパッタ蒸着した酸化チタン薄膜の外観を、図 2.2に各薄膜の
光吸収スペクトルを示す。酸素ガスを流入しながらスパッタ成膜した薄膜（図 2.1 (c) RT）
は透明であり、可視領域での吸収を示していない。これに対し、酸素ガスを流入せずに
成膜した薄膜（図 2.1 (a) 640 ℃, w/o O2， (b)RT, w/o O2）は青色を呈した。ただし、
成膜した 3種類全ての薄膜が透明性を保持していた。吸光度測定からもわかるように、
酸素を流入せずに蒸着した 2種類の薄膜は可視領域の光を吸収した。特に 640 ℃で加
熱しながら成膜した薄膜（図 2.1 (a) 640 ℃, w/o O2）は、可視領域（400 nm < O< 440 
nm）においてより高い吸光度を示した。既報 28, 29)によると、酸素欠損を含む酸化チタ
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ン薄膜は青色を呈することが知られており、酸素ガスを流入せずに蒸着した薄膜は酸素
欠損を含んでいると考えられる。 
 図 2.3に X線回折（XRD）を用いた結晶性分析結果を示す。640 ℃で蒸着した酸化
チタン薄膜はルチル型特有の回折ピークを示した。一方、室温で蒸着した酸化チタン薄
膜はどちらも結晶構造に起因する特定のピークを示さなかった。室温かつ酸素流入なし
の酸化チタン薄膜は、紫外光による細胞接着表面改質実験で用いた薄膜である 9-11)。特
定の結晶構造を持たない酸化チタン薄膜であっても、紫外領域での光触媒能を示すこと
がこの結果より確認された。また、図 2.2 より可視領域の光を吸収していることから、
室温かつ酸素流入なしの酸化チタン薄膜は幾分か可視光応答性を有すると予想できる。 
 竹内らは、400 ℃以上で酸化チタン薄膜を蒸着すると、蒸着温度の上昇とともに結
晶性がアナターゼ型からルチル型に変化すると報告している 25)。今回、酸素ガスを流
入せずに 640 ℃でスパッタ蒸着した酸化チタン薄膜はルチル型の結晶構造を示してお
り、図 2.2より可視領域の光を吸収していることから、可視光応答性を有すると考えら
れる。 
 
 
 
 
図 2.1 石英基板上に成膜した酸化チタン薄膜の外観図 
(a)酸素ガスを流入せずに蒸着温度 640 ℃で石英表面に成膜された酸化チタン薄膜。 
(b)酸素ガスを流入せずに室温で石英表面に成膜された酸化チタン薄膜。 (c)酸素ガスを
流入しながら室温で石英表面上に成膜された酸化チタン薄膜。いずれの薄膜も膜厚が約
600 nmになるように、蒸着時間を調整した。 
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図 2.2 吸光度測定結果 
 
 
 
図 2.3 X線回折による酸化チタン薄膜の結晶構造解析結果 
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2.3.2 可視光照射による酸化チタン薄膜の光触媒能評価 
 OTS SAMを成膜した酸化チタン薄膜に可視光（O = 405nm）を照射し、OTS SAM
分解に伴う表面の水接触角変化を調べた。酸化チタン表面に OTS SAMを成膜すると、
基板表面は OTS分子の持つアルキル鎖のために疎水性になる。これにより、OTS SAM
を成膜した酸化チタン薄膜表面の水接触角は約 95°を示す。 可視光応答性酸化チタン
薄膜が可視光を吸収すると活性酸素が発生し、酸化チタン薄膜表面上の OTS分子を分
解する。これにより試料表面の水接触角が減少する。OTS SAMが完全に分解すると、
表面は超親水性に変化する（図 2.4）。図 2.5に示すように、酸素ガスを流入して蒸着し
た薄膜は、可視光を照射しても光触媒能を示さなかった。これに対して、酸素ガスを流
入せずに蒸着した薄膜は可視光照射により光触媒能を示した。酸素流入なしの 2種類の
薄膜において、図 2.2に示す吸光スペクトルには大きな違いが確認されなかった。それ
にもかかわらず、光触媒能評価実験の結果、640 ℃で蒸着したルチル型酸化チタン薄
膜の方が、室温で蒸着した薄膜よりも少ない照射量で OTS SAM を分解した。この結
果は、ルチル型酸化チタン薄膜の方が可視光に対するより高い光触媒能を有することを
示している。Ozawa らは、紫外線照射によって励起されるキャリアの寿命は酸化チタ
ンの結晶構造に依存することを報告している 34)。ルチル型酸化チタン薄膜のキャリア
寿命は他の 2 種類の薄膜より長く、活性酸素種（ROS）が表面に長時間存在できたこ
とが高い光触媒能につながったと考えられる。 
 紫外光照射による表面改質の実験 9)では、室温かつ酸素流入なしの酸化チタン薄膜を
使用し、照射量約 600 J cm-2の紫外光で OTS SAMが分解されることを示した。さら
に、照射量 200 J cm-2のとき光照射表面の水接触角が 60 ℃になり、細胞パターニング
に最適な照射量であることを示している 640 ℃かつ酸素流入なしの可視光応答性酸化
チタン薄膜を用いると、OTS SAMを完全に分解するのに約 10倍の光照射が必要であ
ることがわかる（図 2.5）。また、細胞パターニングの際にも可視光を紫外光の 5 倍ほ
ど長く可視光を照射する必要があることが予想される。 
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図 2.4 OTS SAMを成膜した酸化チタン表面への可視光照射による水接触角の変化 
 
 
 
図 2.5 酸化チタン表面への可視光(405 nm)照射量と水接触角の関係 
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2.3.3 可視光照射による表面改質と細胞パターニング 
 本章のこれ以降の実験では、すべて酸素流入せずに 640 ℃で蒸着した酸化チタン薄
膜（酸素欠損を含むルチル型酸化チタン薄膜）を用いた。そして図 2.6(a)に示すプロセ
スを実施した。Col-IVを含んだ PBSに浸漬した酸化チタン/石英基板に可視光（400 nm 
< O< 440 nm）を照射し、可視光（1 kJ cm-2）を局所的に照射すると図 2.6(b)に示すよ
うに可視光照射領域のみに細胞が接着した。細胞は、光照射領域に Col-IV が多く吸着
した時にもっとも接着しやすくなる。これは、表面上の OTS SAM が完全に分解され
たときではなく、部分的に分解されたときであることが知られている 9)。特に光照射領
域の水接触角が約 60°になったとき、Col-IVは光照射領域に最も多く吸着する。図 2.5
に示すように、可視光の照射量が 1 kJ cm-2の時、光照射表面の水接触角は約 60°であ
ることから、この時点で OTS SAMは部分的に分解され、Col-IVが十分に光照射表面
に十分に吸着し、細胞が接着したと考えられる。 
 次に、図 2.7(a)に示すプロセスにしたがって細胞培養環境中で酸化チタン表面を改質
し、細胞を光照射領域に伸展させた。図 2.7(b)に示すように、予め培養している細胞に
隣接して 2回目の露光をすると、それまで八角形領域内に留まっていた細胞が光照射領
域に移動・伸展した。前の実験と同様に Col-IVを含んだ PBS中で可視光を 1 kJ cm-2
照射した時に細胞が移動・伸展したことから、可視光照射により光照射領域の OTS 
SAMが部分的に分解し、Col-IVが十分に吸着したと考えられる。なお、この実験にお
いては 2回目の光照射時におよそ半分の細胞が直接可視光に曝されているが、照射され
た領域に接着している細胞は死なずに、その後培養を続けると移動・伸展していること
がわかる。このことから、可視光が細胞に対して与えるダメージは十分に低いと考えら
れる。 
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図 2.6 可視光照射による表面改質と細胞パターニング 
(a)可視光照射による細胞パターニング実験のプロセス (b)可視光照射領域に選択的に
接着する PC12細胞。スケールバー, 50 Pm 
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図 2.7 可視光照射による液中表面改質と細胞パターニング 
(a)可視光照射による液中細胞パターニング実験のプロセス。(b)可視光照射による液中
表面改質で可視光照射領域に伸展する PC12細胞。スケールバー, 50 Pm 
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2.3.4 光照射により細胞に導入される酸化ストレス測定結果 
 可視光照射により細胞に導入される酸化ストレスを、酸化ストレス検出用蛍光プロー
ブ CellROXを用いて調べた。比較のために紫外光照射による酸化ストレスも測定した。
CellROX は生きている細胞の酸化的ストレスを測定するための蛍光発生プローブであ
る。この試薬は蛍光性の細胞浸透性色素であり、細胞が酸化すると緑色の蛍光を示し、
DNA やミトコンドリアに局在する性質をもつ。細胞内の活性酸素量に応じて蛍光強度
が変化し、細胞内の活性酸素量が多い、すなわち細胞内の酸化ストレスが大きい時に強
い蛍光を示す。 
 図 2.10 に光照射による酸化ストレス測定結果を示す。光を照射しない場合、紫外光
を 200 J cm-2照射した場合、可視光を 1 kJ cm-2照射した場合の酸化ストレスを、蛍光
強度のヒストグラムで示した。光を照射しない場合であっても弱い蛍光を発したため、
蛍光強度の平均値が「238」で、分散が「53」となった。これは、CellROXが酸化状態
だけでなく、還元状態でも微弱な蛍光を示すことに起因する。また、光を照射しない場
合でも蛍光強度が細胞ごとに異なるのは、細胞の接着状態によって CellROXの細胞内
への浸透度が異なることに起因すると考えられる。一方、可視光照射後に観測された
CellROXの蛍光強度は平均値が「240」で、分散が「29」となった。t検定により、光
照射をしない場合と可視光照射後の蛍光強度の違いには有意な差が確認された（p < 
0.05）。また、紫外光照射後に観測された蛍光強度は平均値が「253」で、分散が「148」
となった。t検定により、光照射をしない場合と紫外光照射後の蛍光強度の違いと、可
視光照射後と紫外光照射後の蛍光強度の違いには有意な差が確認された（p < 0.001）。
紫外光照射時の蛍光強度を調べると、細胞ごとに異なる蛍光強度を示していることがわ
かる。紫外光を照射した場合でも低い蛍光強度を示す細胞が一定数存在し、それらの蛍
光強度は可視光照射した細胞とほとんど変わらなかった。それでもなお、可視光を照射
した際に、最も蛍光強度が強かった細胞よりも高い蛍光強度を示す細胞が 34%存在し
た。これは、紫外光照射が細胞に与える酸化ストレスよりも可視光照射が細胞に与える
酸化ストレスの方が十分に低いことを示しており、細胞が紫外光に比べて 5倍の照射量
の可視光に直接曝されても細胞内で酸化ストレスが発生しにくいことを示している。 
 酸素欠損を含むルチル型酸化チタンを用いた細胞パターニング手法は、細胞内の酸化
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ストレス産生を抑えることができ、液中での細胞接着足場改質に有用であるということ
が示された。 
 
 
 
 
 
 
図 2.8 酸化ストレスマーカーCellROX を用いた光照射による細胞内酸化ストレス評
価 
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2.4 結論 
 可視光応答性酸化チタンの光触媒作用を活用した新液中パターニング法を提案し、そ
の実行可能性を調べた。本手法では表面改質時に紫外光でなく可視光を用いるため、細
胞へのダメージ軽減が期待される。640 ℃で酸素を流入せずにスパッタ蒸着したとこ
ろ、酸素欠損を含むルチル型酸化チタン薄膜が石英基板上に蒸着され、可視光（400-440 
nm）を吸収した。この基板に可視光を照射すると、有機物である OTS SAMを分解し
た。培養液中において、可視光照射領域に選択的に細胞接着性分子が吸着し、細胞接着
性へと改質し、PC12細胞が接着した。さらに、細胞培養環境下において予めパターニ
ングしておいた PC12細胞に隣接して局所的に可視光照射したところ、1 kJ cm-1照射
すると可視光照射領域に細胞が伸展し、細胞培養環境下でも細胞パターニングができる
ことを確認した。紫外光照射による細胞パターニングプロセスに比べて、可視光照射に
よる細胞パターニングでは光照射量が 5倍必要となった。表面改質に必要な量の可視光
を細胞に対して直接照射しても、細胞へ致命的なダメージは入らず、改質領域に伸展し
た。細胞への直接光照射による細胞内酸化ストレスを、酸化ストレスマーカーCellROX
を用いて調べた。紫外光照射により発生する細胞内酸化ストレスは、可視光照射により
発生するそれにくらべて有意に大きくなった。本章で述べた内容は、PC12細胞を用い
たデモンストレーション実験である。今後この手法を神経細胞の液中パターニングに適
用することで、神経細胞間の神経突起結線に有効である。また、第 3章、第 4章で述べ
る内容では本手法は用いていないが、本章で述べた研究との間に互換性を有している。
本章で述べた手法は神経細胞回路構築の際のキーテクノロジー（5章）となる。 
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3章 単一神経細胞の長期培養に向けたマイクロパターン上での細胞
部位の形状制御 
 
本章では、単一神経細胞の長期培養を目的としたマイクロパターン形状について論じ
る。今日のマイクロパターニング技術の進歩は、成長過程における単一神経細胞の形
状を、カバースリップ表面に予め作製したマイクロパターンの形状によって制御する
ことを可能にした。特に、細胞体接着用円形パターンと長さの異なる数本の突起伸長
用ラインパターンを持つ非対称マイクロパターン上では、単一神経細胞の極性形成の
方向（軸索と樹状突起の伸長方向）を規定することできる。しかしながら、突起伸長
の方向や長さといった神経細胞の成長環境をマイクロパターンによって制限すること
は、細胞死の引き金ともなる。例えば、軸索が伸長できる長さが制限されているマイ
クロパターン上での単一神経細胞の生存率は、一様な表面で自由に軸索を伸長できる
場合に比して著しく低下する。ここでは、単一神経細胞が、その上で接着し、成長す
るマイクロパターンの部分形状を、細胞体接着用円形パターン、軸索伸長用ラインパ
ターン、および、樹状突起伸長用ラインパターンの３部位に分け、それぞれの形状を
独立に変形した場合に、神経細胞の生存率がどのように変化するのかについて実験的
に調べた。これにより、長期培養に最も効果的なマイクロパターンの形状を探索した。 
 
3.1 背景および目的 
今日のマイクロパターニング技術の進歩は、単一細胞レベルで細胞接着位置を制御し、
さらに、その単一細胞を、そのマイクロパターンの形状に沿って成長させることを可能
にした 1-4)。このパターニング技術を神経細胞に適用した場合には、神経細胞の極性形
成の方向を規定できる。例えば、細胞体の接着位置を規定する円形パターンを中心とし
て、神経突起伸長用のラインパターンを放射状に 4方向に伸ばしたマイクロパターンに
おいて、4本のラインパターンのうちの 1本を他の 3本より十分に長くしておくと（図
3.1）、その非対称マイクロパターンに接着した単一神経細胞は、ラインパターンに沿っ
て 4本の神経突起を伸長するだけでなく、培養 2日目において、一番長いラインパター
ン上の突起を軸索とし、残りの 3本の短いラインパターン上の突起を樹状突起として極
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性形成することが知られている 5-8)。これは、電気生理学的には、出力端子となる軸索
と入力端子となる樹状突起とをラインパターンの長さに応じて制御できること（マイク
ロパターン形状にそって神経パルスの伝達方向を制御できること）を意味し、神経細胞
回路のネットワーク構造を制御する場合や、化学物質の作用を神経細胞の部位毎に比較
する場合などに活用できる。 
 一方、マイクロパターン上での培養は細胞死を誘導するリスクを伴う。マイクロパタ
ーン上でヒトまたはウシ毛細血管内皮細胞を培養した場合、細胞が伸展できる面積が十
分に大きくないと、それらの細胞はアポトーシスを引き起こすことが報告されている 9, 
10)。神経細胞においても同様のことが言える。図 3.1に示す非対称マイクロパターン上
で神経細胞を培養すると、前述したように、培養 2日目に極性形成の方向を非標識で判
定できるというメリットを享受できる一方、培養 4 日目には生存率は 39%となり、培
養 7日目以上になると、そのほとんどが死滅してしまうというデメリットも同時に抱え
ることになる（図 3.2）。この生存率は、自由に神経突起を伸長できる（パターンなし
の）一様な表面で培養された神経細胞の生存率に比べて著しく低い。マイクロパターン
上で単一細胞を他の細胞から孤立させた状態で培養していることや、マイクロパターン
が細胞体の伸展や神経突起の伸長を制限していることがこの要因として考えられるが、
十分に広い面積に細胞体が伸展できるようにした場合、孤立していても単一神経細胞を
長期培養できることが報告されているため 11)、神経突起の伸長経路を制限しているこ
とが、細胞死を引き起こす要因の有力候補であると考えられる。 
 神経細胞は大きく分けて 3つの部位から成る。細胞体と、そこから伸長する 2種類の
神経突起（軸索と樹状突起）である。マイクロパターンの形状により、細胞体の伸展領
域、神経突起の長さと本数を予め規定することが可能である 4)。ここでは、これらのパ
ラメータをそれぞれ独立に変えたマイクロパターン上で単一神経細胞を培養し、その生
存率を調べることにより、単一神経細胞が長期培養可能となるマイクロパターン形状を
探索する。 
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図 3.1 非対称マイクロパターンの形状（上）と、そのパターン上で培養された単一神
経細胞． 
 
 
 
図 3.2 図 3.1に示す非対称マイクロパターン上で培養された単一神経細胞の生存率． 
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3.2 実験方法 
3.2.1 非対称マイクロパターンの作製 
 電子線リソグラフィを用いてガラスカバースリップ表面に単一神経細胞を培養する
ための非対称マイクロパターンを作製した。はじめに、表面の有機物を除去するために、
ガラスカバースリップ（Warner Instruments，15 mmI× 0.17 mm）をピラニア溶液
（H2SO4 : H2O2 = 4 : 1）に 10分間浸漬した。MilliQ水で 8回洗浄した後、エアガンで
カバースリップを乾燥した。その後、2-[methoxy(polyethyleneoxy)propyl]tri- 
methoxysilane (mPEG)を用いて細胞非接着性単分子膜をカバースリップ表面に成膜
した。1% triethylamineを含む tolueneを溶媒として 5% mPEG溶液を調製し、これ
にカバースリップをドライ窒素雰囲気下で一晩浸漬した。このmPEG単分子膜成膜後、
カバースリップを toluene中で 10分間、ethanol中で 5分間、どちらも超音波で処理
しながら洗浄し、最後にMilliQ水で 3回洗浄した。次に、ZEP-A溶剤（Zeon）で 60％
に希釈した ZEP-520A（Zeon）を電子線レジストとして用いて、電子線リソグラフィ
を行った。カバースリップ表面の水分を除去するために 225 ℃のホットプレートでカ
バースリップを 2分間加熱した。スピンコータにカバースリップをセットした後、電子
線レジストをカバースリップ表面に滴下し、20秒で回転速度 4000 rpmにまで加速し
た後、その回転速度で 100 秒間保持することによって、カバースリップ表面に均一に
電子線レジストをスピンコートした。その後、溶媒を揮発させるために、225 ℃のホ
ットプレートで 5分間加熱した。除熱後に電子線レジスト用帯電防止剤（昭和電工，エ
スペーサ）をカバースリップ表面に滴下し、回転速度 1500 rpmで 35秒保持した後、
瞬間的に 5500 rpmに加速して、そのまま 25秒間保持することにより、カバースリッ
プ表面に一様にエスペーサをスピンコートした。電子線リソグラフィの後、カバースリ
ップ表面のエスペーサを除去するために MilliQ 水でリンスした。エアガンで乾燥した
後、現像液(ZED-N50)に 3分 30秒浸漬することでパターンを現像し、ZMD-B（Zeon）
でリンスした後に、エアガンでカバースリップを乾燥した。プラズマリアクタ（ヤマト
科学, PR301; 出力 200 W; O2, 100 sccm）を用いて、カバースリップ表面を O2プラズ
マに曝露し、O2プラズマで mPEG を灰化することで mPEG 単分子膜にパターンを転
写した。その後、poly-D-lysine (細胞接着性ポリペプチド) / PBS溶液 (濃度：50Pg mL-1)
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にカバースリップを一晩浸漬した。翌日、poly-D-lysineをアスピレートし、MilliQ水
で 2回リンスした。その後、tetrahydrofuranおよび ethanol中でそれぞれ 5分間ずつ
超音波処理し、さらにMilliQ水で 2回リンスした。最後に、グリア細胞との共培養の
ために 12)、カバースリップの周囲に溶融させたパラフィンワックスをスポッティング
してドット状に固化させた。これにより、カバースリップに対向して設置されるグリア
細胞層との間に間隙が設けられるようにした。 
 
3.2.2 細胞培養 
 神経細胞を用いた実験は早稲田大学研究倫理オフィス動物実験審査委員会の承認を
得て行われた。妊娠した Sprague Dawley ラット (Charles River Laboratories) から、
胎生 18日目のラットの海馬、大脳皮質を採取した。本実験では、その後トリプシン処
理により単離され、さらに Freezing mediumにより凍結保存された海馬細胞、大脳皮
質細胞が用いられた。特に、生存率を算出する実験においては細胞種が均質である海馬
神経細胞を使用した。分離した神経細胞を plating medium (minimal essential 
medium (MEM) + 5% fetal bovine serum (FBS) + 0.6% glucose)に浸漬したカバース
リップ表面に播種した。3時間培養し、カバースリップ表面に神経細胞を接着させた後、
neuron culture medium (MEM + N-2 supplement + 0.5 mg mL-1 ovalbumin + 10 mM 
HEPES)を入れたグリア細胞層を含む培養皿に神経細胞が接着しているカバースリッ
プを裏返して入れた 12)。 
 マイクロパターン上の細胞の形態学的特徴に基づいて神経細胞の生存率を評価した。
マイクロパターン上の細胞は、培養日数の経過に伴って、図 3.3に示すように、大きく
3種類の形態―正常細胞、膨張細胞、または、破裂細胞―に分類された。細胞死判定に
おいて汎用的に用いられる trypan blueを用いて染色したところ、破裂細胞は陽性、膨
張細胞と正常細胞は陰性であった。このように、膨張細胞は trypan blue陰性であった
が、既報 13, 14)にある、細胞死に至る過程での膨張と推定されることから、今回の実験
では、正常細胞のみを生細胞と判定した。培養 2日目において生細胞と判定された細胞
数をリファレンスとして、それに対する培養 4, 7, 10日目の生細胞数の比を生存率とし
て算出した。なお、パターン上に複数の神経細胞が接着した場合には、母数から除外し
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た。χ2検定を用いて統計的にパターンごとの生存率の差を評価した。 
 
3.2.3 免疫染色 
 非対称マイクロパターン上で培養した大脳皮質神経細胞の極性を確認するために、細
胞体・樹状突起マーカーMAP2と軸索マーカーTau-1を用い、マイクロパターン上に伸
長する神経突起を染色した。MAP2の染色には、1次抗体として抗MAP2抗体(Mouse 
monoclonal IgG1, clone HM-2; Sigma M4403;希釈率 1:1000)を、2次抗体としてAlexa 
Fluor 488標識 goat抗mouse IgG1抗体(Molecular Probes A21121; 希釈率 1:2000)
を用いた。Tau-1の染色には、1次抗体として抗 Tau-1抗体(Mouse monoclonal IgG2a, 
clone PC1C6; ChemiconMAB3420; 希釈率 1:350)、2次抗体として Alexa Fluor 594
標識 goat抗mouse IgG2抗体(Molecular Probes A21135; 希釈率 1:1000)を用いた。 
 
 
 
図 3.3 非対称マイクロパターン上で培養された単一神経細胞の顕微鏡像． 
(a)正常細胞、(b)膨張細胞、(c)破裂細胞．スケールバー，20 Pm． 
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3.3 結果および考察 
3.3.1 細胞部位毎の形状制御と単一神経細胞の生存率 
 今回試作した全てのパターン形状に対して、接着した単一神経細胞はラインパターン
に沿って神経突起を伸ばした。図 3.4に示すように、はじめに、樹状突起の本数と長さ
を変えた場合の生存率の変化を調べた(図 3.5)。樹状突起の本数を 3本から 7本に変更
した場合には、神経細胞の生存率は、培養 4、7、10日目において、それぞれ 49%、8%、
0%であった（n = 89 cells）。樹状突起の長さを 20 Pmから 40 Pmに変更した場合には、
神経細胞の生存率は、培養 4、7、10日目において、それぞれ 81%、14%、3%（n = 21 
cells）であった。樹状突起の本数を変えた場合の生存率には有意差が確認されなかった。
他方、樹状突起の長さを変えた場合には、培養 4日目における生存率には有意な差が確
認されたが（p < 0.05）、培養 7日目以降では有意な差が確認されなかった。これに対
し、図 3.6に示すように、軸索の長さを変えたパターンでは、いずれの培養日数におい
ても生存率に有意な差（p < 0.05）が確認された(図 3.7)。軸索の長さが 200 Pmの場合
の神経細胞の生存率は、培養 4、7、10日目において、それぞれ 74%、37%、21%であ
ったのに対し（n = 19 cells）、これを 400 Pmに変えた場合には、培養 4、7、10日目
において、それぞれ 68%、63%、37%と生存率が増加した（n = 19 cells）。しかしなが
ら、軸索伸長用ラインパターンの長さが 200 Pmと 400 Pmの場合の生存率には、有意
な差が確認されなかった。対象サンプル数が少ないことが原因であると考えられる。一
方、軸索長 100 Pmのパターンと、それよりも長く伸長できるパターン（200 Pmおよ
び 400 Pm）との間には有意差が確認できたことから、軸索が長く伸長できるパターン
上で神経細胞を培養すると生存率を向上できることが示唆された。 
図 3.8に示すように、細胞体接着用円形パターンの面積が細胞生存率に影響を与える
（p < 0.05）ことがわかった（図 3.9）。円形パターン面積を直径 25 Pmにした場合の生
存率は、培養 4、7、10日目において、それぞれ 72%、36%、13%であった（n = 39 cells）。 
 以上の結果は、樹状突起の構造は生存率に影響しないのに対し、軸索と細胞体を狭い
領域に閉じ込めた場合に生存率が低下することを示している。軸索と細胞体を狭い領域
に閉じ込めた場合に著しく低下し、樹状突起の構造は生存率には大きな影響を与えない
ということがわかった。一般に、培養 0.5日目から培養 1.5日目の間、海馬神経細胞の
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神経突起は極性を形成しておらず、複数の短い突起を伸長することが知られている 14)。
培養 2日目には、神経突起のうちの 1本が軸索に決定し、他の神経突起に比べて長く伸
長する 15)。残りの神経突起は後に樹状突起へと分化する。このとき、樹状突起の伸長
速度（約 12 Pm/日）は軸索伸長速度（約 70 Pm/日）に比べてはるかに遅い。軸索と樹
状突起のこの伸長速度の差が、細胞の生存率に対して影響を与えたと考えられる。 
 形態的な要素が細胞の成長にどのように影響を与えるかに関する詳細な分子メカニ
ズムはまだわかっていないが、細胞の伸展を阻害すると正常な内皮細胞において細胞死
が誘発されることが知られている 9,10)。今回、マイクロパターン上で培養した神経細胞
についても、細胞の十分な伸展を阻害したことが神経細胞の生存率を低下させていたと
考えられる。過去の文献では、この細胞死はアポトーシスであるとされているが、今回
我々が観察した細胞は、その細胞死プロセスから 13, 14)、ネクローシスであると考えら
れる。 
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図 3.4 樹状突起伸長用ラインパターンの長さと本数をそれぞれ変えたパターンの形状
と、そのパターン上で培養された単一神経細胞（海馬）． 
 
 
図 3.5 樹状突起の長さや本数を変えたパターン上で培養された単一神経細胞（海馬）
の生存率． 
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図 3.6 軸索の長さを変えたパターンの形状と、そのパターン上で培養された単一神経
細胞（海馬）． 
 
 
図 3.7 軸索伸長用ラインパターンの長さを変えたパターン上で培養された単一神経細
胞（海馬）の生存率． 
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図 3.8 細胞体が伸展できる円形パターンの面積を変えたパターンの形状と、そのパタ
ーン上で培養された単一神経細胞（海馬）． 
 
 
 
 
図 3.9細胞体が伸展できる円形パターンの面積変えたパターン上で培養された単一神
経細胞（海馬）の生存率． 
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3.3.2 単一神経細胞の長期培養のためのパターン形状の改良 
 前節では、マイクロパターン上の神経細胞が長期的に培養することができるようにす
るためには以下の 2つの要素が必要である、という結果を得た。①軸索が十分に伸長で
きること。②細胞体が十分に伸展できること。これら 2条件を同時に満たすマイクロパ
ターンを試作することにより，そのパターン上での単一神経細胞の長期培養を試みた。
ところが、軸索伸長用ラインパターンをより長くすると、円形パターン上だけでなく、
ラインパターン上にも細胞が接着してしまい、単一細胞のパターニングが難しいことが
判明した。そこで、ここでは、図 3.10 に示すように、軸索伸長用のラインパターンを
200 Pmに固定し、細胞体が接着する円形パターンの直径を 25 Pmにすることとした。
このパターン上で神経細胞を培養し、生存率を測定した結果を図 3.11 に示す。非対称
マイクロパターンの形状を改良する前の生存率と比較すると、培養 4 日目においては
39%から 81%へ、培養 7日目においては 6%から 58%へ、培養 10日目においては 0%
から 46%へ、それぞれ生存率が向上したことがわかる。F2検定により、従来パターン
と改良パターン間の生存率に有意差があることが示された (p < 0.05)。今回の実験では、
マイクロパターンに複数の細胞が接着することを防ぐために、軸索伸長用ラインパター
ンの長さを 200 Pmに固定したが、軸索長をさらに長くできる工夫を施すことにより、
生存率をさらに向上できる可能性が残されているものの、少なくとも今回の改良により、
神経細胞がシナプスを形成し始める培養 7 日目までは生存率を向上させることが可能
になった。 
 今回の生存率評価実験は海馬神経細胞を用いて実施された。同様の実験を、大脳皮質
神経細胞を用いて行ったところ、培養 4 日目における生存率は 85%、培養 7 日目では
56%、培養 10 日目では 43%となり、海馬神経細胞の生存率と同程度に維持された(図
3.12)。確認のために、検定により海馬神経細胞と大脳皮質神経細胞の生存率を比較し
たところ、有意な差は示されなかった。すなわち、大脳皮質神経細胞においても本パタ
ーン上で長期的に培養できると結論できる。また、軸索と樹状突起を免疫染色したとこ
ろ、海馬神経細胞を培養した時と同様に非対称パターンのうち最も長く伸長した神経突
起 1本が軸索となることが示された(図 3.13)。この結果は、今回の改良パターン上で大
脳皮質を培養した場合においても最も長く伸長した突起が軸索になるということが担
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保されていることを示している。 
 
 
 
 
 
 
図 3.10 改良パターンの形状とそのパターン上で培養された単一神経細胞（海馬）． 
 
 
 
図 3.11 改良パターン上で培養された単一神経細胞（海馬）の生存率． 
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図 3.12 改良パターン上で培養されたラット海馬神経細胞とラット大脳皮質神経細胞の
生存率比較． 
 
 
図 3.13 最適化パターン上で培養したラット大脳皮質神経細胞の免疫染色像(培養 3日
目)．緑：MAP2(細胞体、樹状突起マーカー)，赤：Tau-1(軸索マーカー)．スケールバ
ー、50 Pm． 
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3.4 結論 
 マイクロパターン上で培養される単一神経細胞の生存率を向上させるために、神経細
胞の主要 3部位―細胞体、軸索、樹状突起―の形状を制御できるマイクロパターンを作
製し、各部位の形状変化が細胞生存率にどのように寄与するかについて実験的に調べた。
この結果、細胞が長期的に安定して成長するためには、軸索が十分に伸長できること、
および、細胞体が十分に伸展できることが必要であるということがわかった。これを踏
まえて改良パターンを作製し、そのパターン上で神経細胞を培養したところ、培養 7
日目における生存率が改良前に比べて、6%から 58%へと約 10倍に向上した。加えて、
改良パターンは海馬神経細胞だけでなく大脳皮質神経細胞においても同等の効果を示
した。なお、単一細胞の培養を前提条件としたため、改良後の軸索伸長用ラインパター
ンの長さを 200 Pmに固定したが、さらに長いラインを有するパターン上で培養すれば、
生存率をさらに向上でき、パターンなしの表面での生存率に近づけることが可能である
ことが予想される。本章で提案した非対称マイクロパターンを利用することの利点は、
細胞を生かした状態で単一神経細胞の極性形成の方向（軸索と樹状突起）を非標識で判
別できる点にあり、加えて、それまで欠点となっていた生存率の低下をある程度まで防
ぐことができる点である。なお、次章では、この改良後の非対称マイクロパターンが、
生きた状態でかつ非標識で神経細胞の種類（興奮性／抑制性神経細胞）を判別するため
の新手法の開発に有効に活用される。 
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4章 表面マイクロパターンを用いた興奮性／抑制性神経細胞の非標
識判別 
 
本章では、筆者らにより開発された、興奮性／抑制性神経細胞の判別法について述べ
る。この新しい判別法は、免疫染色のような細胞への化学修飾を伴わず、３章で論じ
た「非対称マイクロパターン」に単一細胞を接着させ、そのパターン上での細胞形状
の経時変化観察を基軸とすることに特徴をもつ。したがって、本判別法は細胞固定―
すなわち、細胞死―を伴わず、細胞は判別後にもマイクロパターン上で継続的に成長
する。このようにして、興奮性／抑制性神経細胞を培養環境下で、かつ化学的な修飾
を施さずに判別できるようになれば、例えば２章で論じた「液中細胞パターニング技
術」を活用して、種の異なる神経細胞同士を接続することにより、神経細胞回路の接
続構㐀を制御できるようになることも見込まれる。ここでは、非対称マイクロパター
ンを用いた場合とそうでない場合との実験結果を比較することにより、非対称マイク
ロパターンが神経突起の伸長㏿度を一定の範囲内に調節する機能を持つことを示すと
同時に、興奮性／抑制性神経細胞の非標識判別に非対称マイクロパターンの利用が有
効であることを示す。 
 
4.1 背景および目的 
 大脳皮質は主として、シナプス後細胞への作用が異なる 2種類の神経細胞―グルタミ
ン酸作動性神経細胞(興奮性神経細胞)と GABA(J-アミノ酪酸)作動性神経細胞(抑制性
神経細胞)―で構成されている 1-3)。興奮性神経細胞はグルタミン酸を神経伝達物質とし
ており、グルタミン酸作動性のシナプスを介してシナプス後細胞と接続する。後シナプ
ス膜に存在するグルタミン酸受容体はイオンチャネルとして Na+を通過させる。細胞外
の Na+濃度は細胞内に比べて高いため、グルタミン酸との結合によってNaチャネルが
開き、細胞内へ Na+が流入する。このため、細胞内は正に帯電し、膜電位が上昇する。
一方、抑制性神経細胞は GABAを神経伝達物質としており、GABA作動性のシナプス
を介してシナプス後細胞と接続する。GABA受容体はイオンチャネルとして Cl-を通過
させるが、Na+や K+を通過させない。細胞外の Cl-濃度は細胞内に比べて高いため、
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GABA との結合によって Cl チャネルが開くと、細胞内へ Cl-が流入する。このため細
胞内は負に帯電し、膜電位が低下する。このように、興奮性神経細胞と抑制性神経細胞
とでは、シナプス後細胞に与える影響が反対であるため、例えば、神経細胞回路の接続
構造を固体基板表面で制御するためには、これらを適切に判別した上で相互に接続する
必要がある。 
 これまでに興奮性神経細胞と抑制性神経細胞とを判別する複数の手法が提案されて
いる。最も一般的な手法である免疫染色法は、細胞の種類によって特異的に発現するマ
ーカータンパク質に標識を付する手法である。興奮性神経細胞では alpha-calcium 
calmodulin-dependent kinase II  (D-CAMKII)を、抑制性神経細胞では gamma- 
aminobutyric acid (GABA)または glutamic acid decarboxylase (GAD)-67を染色する
ことが一般的に行われる 4-6)。しかしながら、これらの手法を用いるとき、細胞を
paraformaldehydeで化学固定する必要があり、細胞を生かしたままその種類を判別す
ることはできない。また、ウイルスやプラスミドを導入し、特定のプロモータの下で蛍
光タンパク質を発現させることもできるが、通常、導入効率が 50%未満に留まるため、
すべての細胞の種別を決定できない。導入効率を高めようとすると、細胞毒性が高くな
ることも報告されている 7)。特定の細胞種に蛍光タンパク質を発現させたトランスジェ
ニックマウスの使用は、この問題を克服できる方法の 1つであるが、いずれにしても蛍
光標識を基軸としているため、さらなる蛍光色素の使用に制限を与えることになる 8, 9)。
化学的な修飾をせずに興奮性神経細胞と抑制性神経細胞とを判別できれば、異種細胞を
組み込んだ神経細胞回路の構築と解析に有効であることは明らかである。 
 興味深いことに、脳の発生過程においては、興奮性神経細胞が先にネットワークを形
成し、その後に抑制性神経細胞がそのネットワークに組み込まれる 10)。これは、興奮
性神経細胞と抑制性神経細胞の発生する場所の違いと、そこからの移動距離の差に起因
する。分散培養系においても、抑制性神経細胞の極性形成が遅れることが報告されてい
る 4)。前章で述べたように、非対称マイクロパターン上に単一神経細胞を接着させ、ラ
インパターンに沿って神経突起を伸長させると、最も長いラインパターン上に伸長した
突起が軸索になることが見出されている 11)。このことは、単一神経細胞をマイクロパ
ターン上に接着させれば、その神経細胞が極性形成を完了する前に、将来どの突起が軸
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索になるのかを予見できることを意味している。この極性形成の予見性と、興奮性／抑
制性細胞間の極性形成時期の差とを上手に融合すれば、非対称マイクロパターン上の単
一神経細胞の種別を非標識で判別できる可能性が生まれる。そこで今回、3章で論じた
長期培養可能な非対称マイクロパターン（細胞体接着領域： 直径25 Pmの円パターン，
軸索伸長用ラインパターン（1本）： 200 Pm長，樹状突起伸長用ラインパターン（3
本）： 20 Pm長）上で単一神経細胞を培養し、非対称的に長いラインパターン上に伸
長した突起―すなわち、将来、軸索になる突起―の長さを計測することで、神経細胞の
種別を生きた状態で非標識に判別できるか否かの実行可能性を実験的に評価した。 
 
4.2 実験方法 
4.2.1 細胞種判別のための非対称マイクロパターンの作製 
 電子線リソグラフィを用いてガラスカバースリップ表面に細胞種判別のための非対
称マイクロパターンを作製した。はじめに、表面の有機物を除去するために、ガラスカ
バースリップ（Warner Instruments，15 mmI × 0.17 mm）をピラニア溶液（H2SO4 : 
H2O2 = 4 : 1）に 10分間浸漬した。MilliQ水で 8回洗浄した後、エアガンでカバース
リップを乾燥した。その後、2-[methoxy(polyethyleneoxy)propyl]trimethoxysilane 
(mPEG)を用いて細胞非接着性単分子膜をカバースリップ表面に成膜した。1% 
triethylamineを含む tolueneを溶媒として 5% mPEG溶液を調整し、これにカバース
リップをドライ N2雰囲気下で一晩浸漬した。この mPEG 単分子膜成膜後、カバース
リップを toluene中で 10分間、ethanol中で 5分間、どちらも超音波で処理しながら
洗浄し、最後にMilliQ水で 3回洗浄した。次に、ZEP-A溶剤（Zeon）で 60％に希釈
した ZEP-520A（Zeon）を電子線レジストとして用いて、電子線リソグラフィを行っ
た。カバースリップ表面の水分を除去するために 225 ℃のホットプレートでカバース
リップを 2分間加熱した。スピンコータにカバースリップをセットした後、電子線レジ
ストをカバースリップ表面に滴下し、20秒で回転速度 4000 rpmにまで加速した後、
その回転速度で 100 秒間保持することによって、カバースリップ表面に均一に電子線
レジストをスピンコートした。その後、溶媒を揮発させるために、225 ℃のホットプ
レートで 5分間加熱した。除熱後に電子線レジスト用帯電防止剤（昭和電工，エスペー
サ）をカバースリップ表面に滴下し、回転速度 1500 rpmで 35秒保持した後、瞬間的
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に 5500 rpmに加速して、そのまま 25秒間保持することにより、カバースリップ表面
に一様にエスペーサをスピンコートした。電子線リソグラフィの後、カバースリップ表
面のエスペーサを除去するために MilliQ 水でリンスした。エアガンで乾燥した後、現
像液(ZED-N50)に 3 分 30 秒浸漬することでパターンを現像し、ZMD-B（Zeon）でリ
ンスした後に、エアガンでカバースリップを乾燥した。プラズマリアクター（ヤマト科
学, PR301; 出力 200 W; O2, 100 sccm）を用いて、カバースリップ表面を O2プラズマ
に曝露し、O2プラズマで mPEG を灰化することで mPEG 単分子膜にパターンを転写
した。その後、poly-D-lysine (細胞接着性ポリペプチド) / PBS溶液 (濃度：50Pg mL-1)
にカバースリップを一晩浸漬した。翌日、poly-D-lysineをアスピレートし、MilliQ水
で 2回リンスした。その後、tetrahydrofuranおよび ethanol中でそれぞれ 5分間ずつ
超音波処理し、さらにMilliQ水で 2回リンスした。最後に、グリア細胞との共培養の
ために 12)、カバースリップの周囲に溶融させたパラフィンワックスをスポッティング
してドット状に固化させた。これにより、カバースリップに対向して設置されるグリア
細胞層との間に間隙が設けられるようにした。 
 
4.2.2 細胞培養 
 神経細胞を用いた実験は早稲田大学研究倫理オフィス動物実験審査委員会の承認を
得て行われた。妊娠した Sprague Dawley ラット (Charles River Laboratories) から、
胎生 18日目のラットの大脳皮質を採取した。本実験では、その後トリプシン処理によ
り単離され、さらに Freezing mediumにより凍結保存された大脳皮質細胞が用いられ
た。大脳皮質における興奮性神経細胞と抑制性神経細胞の存在比は概ね 4:1と知られて
おり 13)、他の部位の細胞にくらべて抑制性神経細胞の割合が高いため、本実験では大
脳皮質神経細胞を用いた。分離した神経細胞を plating medium (minimal essential 
medium (MEM) + 5% fetal bovine serum (FBS) + 0.6% glucose)に浸漬したカバース
リップ表面に播種した。3時間培養し、カバースリップ表面に神経細胞を接着させた後、
neuron culture medium (MEM + N-2 supplement + 0.5 mg mL-1 ovalbumin + 10 mM 
HEPES)を入れたグリア細胞層を含む培養皿に神経細胞が接着しているカバースリッ
プを裏返して入れた 12)。 
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4.2.3 免疫染色 
 マイクロパターン上で 7日間神経細胞を培養し、軸索長を計測したのちに、免疫染色
法を用いて細胞種を最終的に確定した。培養初期段階で利用できる興奮性神経細胞マー
カーが存在しないため、本実験では、MAP2 を全神経細胞マーカー、GABA 作動性神
経細胞に特異的に存在する GAD67を抑制性神経細胞マーカーとして用い、MAP2陽性
かつ GAD67陰性の細胞を興奮性神経細胞、MAP2陽性かつ GAD67陽性の細胞を抑制
性神経細胞と評価した。MAP2 の染色には、1 次抗体として抗 MAP2 抗体(Mouse 
monoclonal IgG1, clone HM-2; Sigma M4403;希釈率 1:1000)を、2次抗体としてAlexa 
Fluor 488標識 goat抗mouse IgG1抗体(Molecular Probes A21121; 希釈率 1:2000)
を用いた。GAD67 の染色には、1 次抗体として抗 GAD67 抗体(Mouse monoclonal 
IgG2a, clone 1G10.2; ChemiconMAB5406; 希釈率 1:2000)、2 次抗体として Alexa 
Fluor 594標識 goat抗mouse IgG2抗体(Molecular Probes A21135; 希釈率 1:1000)
を用いた。 
 
4.3 結果および考察 
4.3.1 非対称マイクロパターン上の単一神経細胞の軸索長計測と蛍
光観察による細胞種の確定 
 作製したマイクロパターン上で胎生 18日目ラット大脳皮質神経細胞を培養した。今
回用いたパターンでは、軸索伸長経路（最も長いラインパターン）の長さが 200 Pmで
あるため、軸索は 200 Pm以上に伸長することができない。培養 2日目から 7日目まで、
約 24時間ごとに細胞の位相差像を取得し、軸索伸長経路に伸長した神経突起の長さを
測定した。そして、培養 7日目に、それまで観察してきた細胞に免疫染色を施し、興奮
性神経細胞と抑制性神経細胞のどちらであるかを確定した。突起伸長過程は、大きく 2
種類に分類された。ひとつは、図 4.1に示されるように、培養 5日目あたりには軸索伸
長経路いっぱいにまで軸索が伸長した細胞である。このような細胞を培養 7日目で免疫
染色すると、そのほとんどは、図 4.2に示されるように、MAP2陽性かつ GAD67陰性
となった。このことより、この細胞は興奮性神経細胞と確定された。もう一方は、図
4.3に示されるように、培養を続けても緩やかに神経突起が伸長し、培養 7日目におい
ても軸索伸長経路に神経突起が伸びきらない細胞である。このような細胞を培養 7日目
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で免疫染色すると、そのほとんどが、図 4.4に示されるように、MAP2陽性かつ GAD67
陽性となった。このことより、この細胞は抑制性神経細胞と確定された。 
 マイクロパターン上で培養した興奮性神経細胞及び抑制性神経細胞の軸索長の分布
を図 4.5に示す (n = 89 cells; GAD67-：GAD67+ = 76：13)。各培養日数において、左
側の赤い箱が興奮性神経細胞の軸索長の分布、右側の青い箱が抑制性神経細胞の軸索長
の分布を示す。箱の中心の線は中央値を示し、上下の箱の端はそれぞれ第 3四分位点、
第 1四分位点を、更にひげの先端はそれぞれ最大値、最小値を示す。また、赤い×印は
平均値を示す。図に示されているように、興奮性神経細胞の軸索伸長が、抑制性神経細
胞のそれに比べて有意に遅い。ただし、例外として、興奮性神経細胞の中には培養 4
日目まで軸索を伸長しない細胞が存在し、また抑制性神経細胞の中には培養 7日目に急
激に軸索を伸長する細胞が存在したため、細胞種を判別するために最適な培養日数は 5
日目または 6日目と判断できる。Mann-Whitneyの U検定の結果、興奮性神経細胞と
抑制性神経細胞の軸索長の分布の差が最大になるのは培養 6日目であった。培養 6日目
において、軸索長 110 Pmを閾値として、閾値未満の細胞を抑制性神経細胞、閾値以上
の細胞を興奮性神経細胞と判別したところ、2つの細胞種を 98.2％（n = 227 cells）の
精度で判別することができた。本実験で得られた結果の精度を評価した。表 3.1に真理
値表を、表 3.2に正確度(accuracy)、感度(sensitivity)、特異度(specificitty)、陽性適中
率(positive predictive value, PPV)、陰性適中率(negative predictive value, NPV)をま
とめた表を示す。表 3.1において、免疫染色による結果は実際の結果、軸索長による結
果は予測結果とした。今回、「軸索長 >110 Pm の細胞は興奮性神経細胞である」とい
う予測を陽性、「軸索長 <110 Pm の細胞は興奮性神経細胞でない（ここでは、この細
胞を抑制性神経細胞としている）」という予測を陰性とした。また、実際の結果が予測
と一致していた場合を真、不一致であった場合を偽とする。つまり、軸索長判定の結果
が陽性で、真の細胞は真陽性（True Positive, TP：稀な事象に適中した重要な正解）、
軸索長判定の結果が陽性で、偽の細胞は偽陽性（False Positive, FP：第 1種過誤）、軸
索長判定の結果が陰性で、偽の細胞は偽陰性（False Negative, FN：第 2種過誤）、軸
索長判定の結果が陰性で、真の細胞は真陰性（True Negative, TN：ありふれた事象を
適中した正解）である。これを踏まえ、表 4.２に示す式で判別精度を算出した。ここで
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感度は、免疫染色法で興奮性神経細胞と判定されている細胞のうち、今回提案した判別
法において陽性（興奮性神経細胞）と出る細胞の割合、特異度は免疫染色法で抑制性神
経細胞と判定されている細胞のうち、今回提案した判別法において陰性（抑制性神経細
胞）と出る細胞の割合である。一方で、陽性適中率は今回提案した判別法で陽性（興奮
性神経細胞）と出た細胞の中で、免疫染色法により実際に興奮性神経細胞である細胞の
割合、陰性適中率は今回提案した判別法で陰性（抑制性神経細胞）と出た細胞の中で、
免疫染色法により実際に抑制性神経細胞である細胞の割合を示す。一般的に、感度と特
異度が高い判別法が、信頼性が高いとされている。本実験においては感度が 97.3%、特
異度が 98.4%と高い値を示したため、本判別法は信頼性が高い手法であるといえる。 
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図 4.1 最終的に興奮性神経細胞と確定した神経細胞の軸索伸長過程． 
 
 
 
 
図 4.2 最終的に興奮性神経細胞と確定した神経細胞の免疫染色像． 
 
 
４章 表面マイクロパターンを用いた興奮性／抑制性神経細胞の非標識判別 
52 
 
 
 
 
図 4.3 最終的に抑制性神経細胞と確定した神経細胞の軸索伸長過程． 
 
 
図 4.4 最終的に抑制性神経細胞と確定した神経細胞の免疫染色像． 
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図 4.5 パターニング上の神経細胞の培養日数と将来軸索に分化する突起の長さの関係． 
 
 
図 4.6 培養 6日目におけるパターン上で培養した神経細胞の軸索長の分布． 
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表 4.1 提案法での判別結果 
 
免疫染色結果は実際に起きた事象、軸索長による結果は提案法における推定である。
TPは真陽性の細胞、FPは偽陽性の細胞、FNは偽陰性の細胞、TNは真陰性の細胞を
示す。 
 
 
表 4.2 提案法の判別精度 
 
表 4.1で示した TP、FP、FN、TNを用いた式で確度、感度、特異度、PPV（陽性適中
率）、NPV（陰性適中率）を求め、判別精度を調べた。 
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4.3.2 マイクロパターンが軸索伸長に与える影響  
 マイクロパターンが軸索伸長に与える影響を調べるために、表面全体に一様に PDL
がコートされた（マイクロパターンなしの）カバースリップ上でラット大脳皮質神経細
胞を培養した。培養 2日目から 6日目まで、約 24時間ごとに細胞の位相差像を取得し
た。そして培養 7日目に免疫染色を施して、個々の神経細胞の細胞種を確定した。この
ようにして培養された興奮性神経細胞及び抑制性神経細胞の軸索長の分布を図 4.7 に
示す (n = 85 cells; GAD67-：GAD67+ = 67:18)。マイクロパターン上での神経細胞と
同様に、抑制性神経細胞の軸索伸長は、興奮性神経細胞のそれに比べて有意に遅くなっ
た。しかしながら、図 4.7を図 4.5と比較すると、一様な（パターンなしの）表面上で
培養された神経細胞の軸索長の分布がマイクロパターン上の場合に比べて明らかに広
い。事実、マイクロパターン上で培養した興奮性神経細胞および抑制性神経細胞の軸索
長の標準偏差は、それぞれ培養 6日目において 21 Pmおよび 31 Pmであった。これに
対して、一様なカバースリップ上で培養した神経細胞では、興奮性神経細胞および抑制
性神経細胞の軸索長の標準偏差は、それぞれ 299 Pmおよび 100 Pmであった。 
 一様な（パターンなしの）表面上で成長した神経細胞の軸索長の分布がマイクロパタ
ーン上の神経細胞の軸索長の分布に比べて広くなる理由を明らかにするために、それぞ
れの表面における興奮性神経細胞の軸索／樹状突起の極性獲得のタイミングを調べた。
今回、極性決定のタイミングを、「神経細胞から伸長した神経突起のうち 1本が、他の
神経突起の長さに比べて少なくとも 70 Pm 長くなった時」とした 6)。この基準の有効
性は図 4.8に示されているように免疫染色により確認した。図 4.9に示されているよう
に、マイクロパターン上で培養した興奮性神経細胞の 97%の細胞が、培養 6 日目にお
いて軸索を形成していた(n = 76 cells)。これに対して、一様な（パターンなしの）表面
上では、培養 6日目において極性を形成している興奮性神経細胞は 84%に留まった(n = 
67 cells)。この結果は、マイクロパターンが樹状突起・軸索の長さと数を規定すること
により、神経細胞の成長が一定の速度の範囲に収まるように規格化し、細胞ごとの軸索
の伸長タイミングを揃えたことを示している。マイクロパターン上で細胞を培養すると、
興奮性／抑制性神経細胞のいずれにおいても、培養 6日目における軸索長のばらつきを
抑えることができた。この理由として、極性形成において、軸索誘導タンパク質の細胞
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内分布が細胞間でより均一になり、軸索の決定時期および軸索伸長速度のタイミングが
揃ったことが考えられる。これに関わる分子の候補として、神経突起伸長を促進する a 
phosphoinositide-3-kinase相互作用タンパク質である Shootin-1が挙げられる 14, 15)。
神経突起が伸長すると、突起の先端に Shootin-1が蓄積する。この Shootin-1の蓄積が
神経突起の伸長をさらに促進させる。今回、マイクロパターンを用いることで Shootin-1
の濃縮のタイミングが揃い、軸索形成のタイミングが揃ったことの理由の第一候補とし
て考えられる。 
 
 
 
 
 
 
図 4.7 一様な（マイクロパターンなしの）表面での培養日数と軸索長の関係 
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図 4.8 一様な（マイクロパターンなしの）表面上で培養した、極性が未形成の大脳皮
質神経細胞の最も長い突起長と 2番目に長い突起長の差． 
 
 
 
 
図 4.9 マイクロパターン上と一様な（パターンなしの）表面上とのそれぞれで成長し
た興奮性神経細胞が培養 6日目に軸索形成した割合。 
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4.4 結論 
 本章では、表面マイクロパターンを活用することにより、興奮性／抑制性神経細胞を
生きた状態でかつ非標識に判別する新たな手法を提案し、その精度と有効性を評価した
結果を論じた。抑制性神経細胞の軸索伸長の方が興奮性神経細胞のそれに比べて遅いと
いう知見をもとに軸索伸長経路を制御したマイクロパターン上で神経細胞を培養した
ところ、マイクロパターン上においても細胞種の違いによる軸索伸長の差が明確になっ
た。このマイクロパターン上で神経細胞を培養し、培養 6日目における軸索の長さを計
測することにより、98.2%の確度で細胞種を判別することができた。マイクロパターン
によりあらかじめ規定した方向に軸索伸長を誘導し、神経細胞の極性形成のタイミング
を揃えたことが、細胞種間の差を明確にしたと考えられる。本手法は、細胞種を考慮し
た神経細胞回路の構築や、単一神経細胞解析に活用できる。 
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5章 結論 
 本論文は、単一神経細胞レベルで接続構造を規定した神経細胞回路を構築するために
必要となる要素技術のうち、特に筆者を中心として実施した、神経細胞の液中パターニ
ング法の開発ならびに単一神経細胞の形状および機能制御、について論じたものである。
第 2章では、ダメージ軽減を目的とした新液中細胞パターニング法について述べた。生
体適合性を有する酸化チタンを石英基板上に蒸着し、細胞毒性が少ない可視光を照射す
ることにより細胞培養環境下で表面改質を施すことを基本とする細胞パターニング法
を構築した。第 3章では単一神経細胞の主要 3部位の形状制御による長期培養法につい
て述べた。マイクロパターン表面において、細胞体が十分に伸展できること、そして軸
索が十分に伸長できることが細胞の生存に重要であることがわかり、パターン形状の改
良により細胞を長期培養することが可能になった。第 4章では、表面マイクロパターン
を活用した興奮性／抑制性神経細胞の非標識判別法について述べた。軸索伸長過程を観
察可能な非対称マイクロパターン上で神経細胞を培養し、軸索長を計測した。細胞種の
違いにより軸索伸長過程が異なり、その差を利用することによって細胞種を判別するこ
とが可能であった。パターンがない表面上では神経細胞の軸索長の統計的分散は大きい
が、パターンを用いることで突起長の統計的分散が小さくなり、培養 6 日目の軸索長
110 Pmを閾値に設定することで 98.2%の確率で細胞種を判別することが可能になった。 
 第 2章で述べた実験は、可視光応答性酸化チタンの光触媒作用を活用した液中細胞パ
ターニングの実行可能性を調べることが目的であったため、神経細胞ではなく PC12細
胞を用いた。また、単一細胞の大きさに比べると非常に大きい領域に光を照射し、複数
細胞の接着を確認した。今後、この手法を単一神経細胞の操作に適用するためには、以
下の 2つの要件が必要となる。1つ目は、接着力の弱い神経細胞を基板表面に接着させ
るために、適切な接着分子を用いることである。lamininや poly-D-lysine をパターニ
ングすることにより、光照射領域を細胞接着性へと改質することが可能である。2つ目
は、単一の神経突起レベルの加工精度(~5 Pm)で改質することである。これは、集光レ
ーザを用いることにより達成できる。集光したレーザを基板表面上で走査し、細胞間を
ラインパターンでつなぐことができれば、シグナル伝達方向を制御した神経突起誘導が
可能となる。なお、レーザ光を蛍光顕微鏡に導入すれば、表面改質の全てのプロセスを
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顕微鏡周辺で実施することが可能である。可視光応答性酸化チタンの光触媒作用を活用
した液中細胞パターニング法を神経細胞の突起誘導に適用することができれば、第 3
章と第 4章で用いていたような入出力端子（軸索／樹状突起）を作り分けた神経細胞間
を接続し、機能的な神経回路を構築することが可能である（図 5.1）。第 4 章で用いた
非対称マイクロパターン上で神経細胞を培養すると、培養 6日目においてその神経細胞
の細胞種を判別できる。すなわち、多数のマイクロパターンを配列した基板上で神経細
胞を培養し、培養 6日目の軸索長を測定するだけで細胞種を判別できるため、任意の割
合と方向で興奮性／抑制性神経細胞を接続して機能的な神経回路を構築する際に非常
に有効である。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.1 入出力端子（軸索/樹状突起）を制御した神経細胞． 
点線部分に沿って集光レーザを走査することで、シグナル伝達方向を制御した神経細胞
回路を構築できる。このように、非対称パターン上で孤立培養された単一神経同士を後
から接続すれば、原理的には、個々の神経細胞の軸索と樹状突起の判別だけでなく、興
奮性／抑制性細胞を判別した後に接続して、回路の神経活動を解析できるようになる． 
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 脳の神経回路は、いくつかの基本的な回路が組み合わされて構成されていると考えら
れている 1)。基本的な神経回路が脳の情報処理に大きく関わっていることが示唆されて
おり、神経生理学だけでなく計算論的な観点からも研究されてきた 2, 3)。一例として脳
内で観察される同期的神経活動を挙げる 4,5)。近年、脳内の神経回路は個々の細胞の発
火の他に、多数の神経細胞が同時に発火する同期的神経活動という活動が観察されるこ
とがわかってきた。特に約 20〜50 Hzで細胞が集団的に活動するガンマリズムは 2個
の抑制性神経細胞が相互接続した抑制性反復回路の発振現象に起因すると考えられて
いる 6)。ガンマリズムは脳の重要な情報処理基盤であるだけでなく、アルツハイマー病
などの疾病との関わりも報告されている 7)。ガンマリズムのような現象を基板上の神経
回路で再現することができれば、脳の情報処理様式の理解につながるだけでなく、精神
疾患や治療薬の効率的スクリーニングへの応用が可能となるが、今回提案した手法を統
合することにより、このような現象でさえも再現することが可能になる。 
 本論文で述べた研究を統合して構築できる細胞種や細胞の個数、接続様式を完全に制
御した神経細胞回路は、ネットワークトポロジーを厳密に規定することができるため、
数理モデルとの 1対 1対応を図ることができる、生きた細胞を用いた唯一の実験系であ
る。構築した神経回路の活動と数理モデルシミュレーションを比較することで、シナプ
ス伝達や神経変調物質の作用など、細胞間の相互作用を表現する項とそのパラメータを
抽出することができ、培養神経細胞回路で得られた知見を脳型情報処理基盤へ組み込む
ことが可能である。本研究は、計算論的神経科学と神経生理学のギャップを埋め、未だ
に理解が深まっていない神経ネットワークの計算処理様式を理解するための重要なツ
ールになるであろう。 
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